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Verfabren zur Herstellung von virusanalogen Partikeln dutch in vitm-AssembHerung yon 
Rapsomereii oder von Kapsomeren, an die biologisch aktive Makromolekule gebunden and, 
bei gleichzeitiger Verpackung der Makromolekule . 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur in vitro- Assemblierung von Kapsomeren oder von 
Kapsomeren, an die biologisch aktive Makromolekule gebunden sind, zu virusanalogen 
Partikeln oder zur Verpackung biologisch aktiver Makromolekule in diese virusanalogen 
Partikel wahrend der in vitro- Assemblierung. Diese Komplexe stellen for die Gentherapie 
geetgnete Vektoren dar. Sie ermoglicheu es, biologisch aktive Makromolekule in Zellen zu 
transduzieren, so dass. diese dort funktionell sind. Als Kapsomere werden in diesem Fall 
naturlich vorkommende Virushullproteine, rekombmant produzierte Virushullproteine oder 
gentechnisch hergestellte Varianten von Virushullproteinen bezeicbnet. 

Virusanaloge Partikel, im folgenden als VLP's abgekOrzt, stellen eine ans einem oder 
mehreren Virushullproteinen bestehende Virushulle dar. Sie komien verschiedene. Forrnen 
annehmen; im Fall der von Polyoma VP1 abgeleiteten VLP's etwa Hohlkugeln mit einem 
Durchmesser von ca. 40-50 nm, die aus 360 VP1 Molekttten, angeordnet in 72 Pentamere, 
aufgebaut sind, Neben dieser Art von VLP's kann Polyoma VP1 auch noch kleinere Forrnen 
sowie stabehenfBrmige VLP's ausbilden (Salunke et aL, 1989, Biophys. Jf. 56, 887-900). Die 
VLP's kflnnen durch die rekombinante Produktion der Kapsomere in Insektenzellen oder 
Hefe hergestellt werden. Bei dieser Produktion werden direkt VLP's isoKert Die 
rekombinante Expression von. Kapsomeren in Escherichia coli fiihrt zur Qewinnung von 
— nicht-assemblierten Kapsomeren, diese kormen in vitro zu VLP's assembliert werden. Dieser. 
Assemblierungsprozess wird haufig in Gegenwart stabilisierender Salz wie Ammoniumsulfat 
durchgefuhrt. So erfolgt eine Assembherung von Polyoma VP1 unter diesen Bedingungen zu 
homogen strukturierten VLP's. Der Einsatz erforderlicher hoher Konzentratiotten dieses 
Salzes bei der AssembUerung resultiert in hohen Ionenstarken des Puffers, was eine Bindung 
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von Nukleinsauren und anderen biologisch aktiven Makromolektilen an die Kapsomere 
beemtrachtigt. Daher ist Ammoniuiiisiufat ungeeignet fur den Einsatz bei einer mit der 
Assembling vOn Kapsomeren, an die Makromolekttle gebunden sind, einhergehenden 
Verpackung von biologisch aktiven Makromolekulen. 

Das Kapsomer des Polyomavirus VP1 zutn Beisptel ist in der Lage, biologisch aktive 
MakromolekOle zu binden. Eine Bindungsstelle des Proteins fur NukleinsSuren ist in der N- 
tenninalen Sequenz lokalisiert, die einen hohen Anteii an positiv geladenen Aminosauren 
, enthSlt (Moreland et al., 1991, J. Virol. 65, 1168-1176). An diese Sequenz kSnnen auch 
andere Makromolekiile binden. Die Bindung von Polyoma VPl an Plasmid-DNA verhindert 
die in vitro-Assemblierung zu VLP's. Daher beruhen die aktuelleti Verfahren der 
Komplexbildung von Polyoma VPl mit Plasmid-DNA auf der Wechselwirkung von bereits 
assemblierten VLP's mit DNA, Die beschriebene Prozedur fuhrt zu einer Interaktion von VPl 
und DNA, in der die DNA partiell gegen DNase-Verdau geschQtzt wird. Mit diesen 
Komplexen kSnnen Zellen sowohl in vitro als auch in vivo transduziert werden. 
Die Effizienz der Komplexbildung von VLP's und DNA sowie der Grad des DNase-Schutzes 
erweist sicb allerdings als sebr gering (Forstova et al., 1995, Hum. Gene Ther. 6. 297-306). 
Dies ist darauf zuruckzufuhren, daB Plasmid-DNA bei fekubation mit VLP's nur in sehr 
geriugem MaBe in die VLP's aufgenommen werden, der GroBteil der von VLP's gebunderien 
DNA verbleibt auiJemalb der VLP's. und Hegt bestenfalls mit der Oberflache der VLP's 
assoziiert vor, ohne verpackt zu sein. Vergleichbare Ergebnisse warden auch fur die 
Verpackung von Oligonukleotiden cmalten. In beiden Fallen konnte die Effizienz der 
Komplexbildung durch Absenken des pH-Wertes wahrend der Komplexbildung auf pH 5 
deutlich verbessert werden, dennoch fulirt dieses Verfahren nicht zu einer Verpackung der 
eingesetzten Nukleinsauren. 
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Zur Verpackung speziell^Sn Ptoteinen in VLP's wurde an den N-Telffl&uis von Polyoma 
' VP1 eine WW-DomSne fusioniert, die Prolin-reiche Sequenzen binden kann. Mit dieser 
Variante konnte GFP, an das eine Prolin-reiche Sequenz anfusioniert wurde, gebunden und in 
die VLP's verpackt werden (Schmidt et al.', 2001, FASEB J. 15, 1646-1648). 



Der Erflndung liegt das Problem zugrunde, ein. neues Verfahrens zur in vitro-Assemblierung 
von Kapsomeren in VLP's oder zur Verpackung biologisch aktivcr MakromolelcQIe wahrend 
dcr in vitro-Assemblierung von Kapsomeren zu entwickeln, bei dem eine hohe Effizienz der 
Assetnblierung und ein hoher Verpackungsgrad fur biologisch aktive MakromolekiUe erzielt 
wird. 



Geiast wild das Problem dadurch, dass Kapsomere oder Kapsomere, an die mittels ionischer 
Interaktionen biologisch aktive MakromolekQle gebunden sind, in Gegenwart eines 
oxidierenden Redoxsystems und nicht-ionischer Stabitisatoren in einem Puffer mit einer 
lonenstarke unter 250 fflM assembliert werden. Als Makromolekiilc kommen insbesondere, 
aber nicht ausschlieClich, Nukleinsauren wie doppelstrangige DNA, doppelstrangige RNA, 
einzelstrangige DNA und einzelstrangige RNA, PNA's, Proteine oder Peptide in Frage. Die 
Gr60e der zu verpackenden Nukleinsaure ist bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich 10 - 5400 
Basen, vorzugsweise 20 -' 1000 Basen. 

Als Kapsomere kommen Vinishullproteine in Betracht, die in vitro zu VLP's assembliert 
werden kOnnen. Dies ist beschrieben fiir Virushflllproteine bzw Kapsidpioteine von z-B. 
Polyoma- und verwandten Viren, Papillomavirus, Poliovirus, Hepatitisvirus, Lentiviren, Rous. 
Sarcoma Virus oder Adenoassoziierter Virus. 
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' Das Verfahren beruht auf dem Oberraschenden Effekt, dass nicht-ionische Stabilisatoren die 
Assemblierung von Kapsomeren zu VLP's begOnstigen. Als nicht-ionische stabilisierende 
Substanzen konnen Zucker mit C3, C4, C5 und. C6-Eiiiheitcn dienen wie etwa Glycerin, 
Trehalose, Fructose Oder Sorbitol, aber auch Disaccharide wie Saccharose oder Galaktose und 
Oligosaccharide wie Amylose oder Amylopektin. 

Altemativ zu Zuckem. kSnnen als Stabilisator auch Polyole wie Ethylenglykol Oder 
Polyethylenglycol verschiedener Kettenlangen eingesetzt werden. 

Die nicht-ionische Substanz wird dem Puffer in Konzentrationen von 5-5,0 % (w/v) zugesetzt, 
vorzugsweise fan Konzentrationsbereich von 15- 30 % (w/v). 

Kapsomere oder Kapsomere mit gebundenen Makromotekttlen werden in einem 
Konzentrationsbereich von 50 ug/ml - 5 mg/ml zu VLP's assembliert, vorzugsweise von 0.25 
- 2 mg/ml, bei einem pH von pH 7 - 8.5 und Temperaturen zwischen 15 und 30°C 
vorzugsweise pH 7.2 - 7.5 und einer Temperatur von. 20 - 25°C. Als PufFersubstanzen 
kSnnen beispielsweise Tris, Hepes und Phosphat dienen, bevorzugt in Konzentrationen von 
10-lOOmM. 

Die Assemblierung wird unter oxidierenden Bedingungen durchgefuhrt- Dies kann die 
Oxidation dutch molekularen Sauerstoff beinhalten oder bevorzugt die Oxidation mit Hilfe 
eines Redoxsystems aus oxidierten und reduzierten thiolhaltigen Substanzen wie reduziertes 
und oxidiertes' Glutathioh, Cystein/Cystin, Cysteamin/Cystamin, reduziertes/oxidiertes B- 
Memaptocthanol oder aromatische thiolhaltige Substanzen. Diese werden bevoizugt als 
Gemisch von oxidierter zu reduzierter Substanz in einem Verhaitnis von 1:10 bis 10:1 oder 
durch ausscblieBliche Ziigabe der oxidierenden Substanz eingesetzt. 
• Bei dem erfindungsgcmiiBen Verfahren zur Assemblierung von Kapsomeren erfolgt das 
Inkontaktbringcn der zu assemblierenden Kapsomeren oder der Kapsomeren, an die 

4 



itum 13.08.02 14:56 FAXG3 Nr. 564545 von NVS:FAXG3.I0.01 01/03455527225 (Seite 6 von 22) 



13-AUG-2002 14:03 UNI HflLLE ZLW DEZ.U.3 +49 345 5527225 S.13Y 

biologisch aktive Makromolekule gebunden sind, mit dem Assembliemngspuffer, indem die 
Kapsomere mit dem Assemblierungspuffer verdunnt und/oder dialysiert werden. ■ 
Grundsatzlich mufi eine Umpufferung der Kapsomeren in den Assemblierungspuffer 
gewahrleistet sein. * . 

Die Vetpackuhg biologisch aktiver Makromolekille wahrend der Assemblierung erfolgt 
vorzugsweise durch Inkubation der Makromolekule mit den Kapsomerem Die 
Proteinkonzentration liegt dabei im Bereich von 0.05 - 5 mg/ml, vorzugsweise bei 0.25 - 2 
mg/ml. 

■ Die an die Kapsomere gebundenen Makromolekule werden.bd der Assemblierung in die 
resultierenden VLP's mit hoher Effizienz verpackt. Dies betrifft sowohl die Menge an 
. . verpackten Makromolekttlen pro VLP als auch den relativen Anteil an VLP's, in die 
Makromolekule verpackt wurden. Zur ObeiprOfung der Verpaekung biologisch aktiver 
Makromolekule in VLP's werden die nicht-verpackten Makromolekule mit Hilfe von 
DNasen, RNasen oder Proteasen verdaut und der verpackte und somit vor Abbau geschiitzte 
Anteil mittels Agaiose-Gelelektrophorese oder Chromatographie quantifiziert werden. Es ist 
. dabei besonders darauf zu achten, dass auch Makromolekule, die unspezifisch mit den VLP's 
assoziiert vorliegen, abgebaut werden. Dies ist dadurch zu analysieren, daB die Effizienz der 
Verpaekung in Abhangigkeit der eingesetzten DNase-, RNase- bzw Piotease-Konzentration 
bestimmt wird. 
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i • 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfuhningsbeispielen 
beschrieben. Dabei wird aaf folgende Abbildungen Bezug genoinmen: 

Abbildungl: 

Assemblicning von Polyoma VP1 zu vimsanalogen Partikeln in vitro * 
Abbiidung2: 

Veipackung von DNA durch in vitto-Assemblierung vonVPl 
Abbildung 3: 

Bindung von doppelstrangi ger DNA an VP 1 
Abbildung 4: 

Quantifiderung der dsDNA Bindung an VPl 
Abbildung 5: 

EinfluB der IonenstMike auf die Bindung von dsDNA 
Abbildung 6: 

Bindung von einzelstrangiger DNA an VPl 
Abbildung 7: 

Bindung von einzelstrangiger RNA an VPl 
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Beispiel 1: Assembli^^ von Polyoma VP1 zu VLP's in vitro 

Polyoma VP1 wurde bei 20°C filr 2 Tage dialysiert gegen 20 mM Tris, pH 7.4, 1 mM CaCI*, 
25 % Sorbitol (w/v), 0.5 mM GSH, 5 mM GSSG. Die Proteinkonzentration betiug 0.5 mg/ml. 
Die Bildung der VLP's wurde anschlieflend uberpruft mit Hilfe analytischer 
Ultrazentrifugation und Elektronenmikroskopie, Zur analytischen Ultazentrifugation wurde 
die Probe bei 20°C und 20 000 rpm in einem AnTi50-Rotor zentrifugiert. Aile 10 Minuten 
wurde die Verteilung der VLP's in der MeBzelle durch Scami.en der Probe , bei 280 run 

« 

gemessen. Die hieraus ermittelte Sedimentation des Proteins weist nacb, dass VP! quantitativ 
zu VLP's assembliert ist. 

F0r die elektronenmikrokopische Analyse warden 10 ul der ProteinJdsung auf einem 
( Formwar und Kohle-beschichteten Kupfergnd adsorbiert, mehrfach mit Wasser gewaschen 

und anschlieBend mit 2 % Uranylacetat gef&rbt. 

Abbildung 1A zeigt die Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit mittels analytischer 
Ultrazentrifugation. Die Abbildung IB zeigt eine elektronenmikroskopische Aufhahme der 
VLP's. 

Beispiel 2: . Verpackung von DNA durch in vitro-Assemblierung von VP1 
Zur Assemblierung zu VLP's unter gleichzeiriger Verpackung von dsDNA, wurden 1 .98 uM 
pentameres VP1 (0.42 mg/ml) mit 8.42 nM dsDNA der LSrige von 100 bp, 184 bp bzw. 300 
bp fur 30 Minuten bei 25*C inkubiert. Zur Ausbildung der VLP's wurden diese Ansst2e 
gegen Assembuerungspuffer (50 mM Tris, 50 mM NaCl, 5% Glycerol (v/v), 25% D-Sorbitol 
(w/v), 2 mM CaCl 2 , 4,5 mM GSSG, 0,5 mM GSH, pH 7,4) fur 48 b bei 24 °C dialysiert 
Urn die Verpackung von DNA in die erbaltenen VLP's nachzuweisen wurden die Proben 
zunachst 24 h bei 8°C gegen einen Sorbitol-freien Puffer dialysiert (50 mM Tris, 50 mM 
NaCl, 5% Glycerol (v/v), 1 mM CaCfe, pH 7,4 ). 200 ul dieser Probe wurden dann einem 
DNase-Verdau unterzogen (400 Units Behzonase der Firma Merck), lim nicht verpackte 

7 
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DNA-Fragmente abzubauen. Dazu wurden 5 mM Mg Ch und 400 U Bezonase (Merck) 
sugesetzt und far "lh bei 37°C inkubiert In Kontrollexperimenten konnte gezeigt werden, 
dass dadurch freie DNA, sowie an Pentamer Oder unspeafisch an VLP*^ gebundene DNA- 
Fragmente vollstMndig abbaut werden. Ura die Benzonase zu inaktivieren und die DNA- 
Fragmente in den Capsiden frei zu legen, wurden 50 pines stop-mixes (0,5 M NaH 2 P0 4 , 
0,5 M EDTA, 1 M DTT, pH 6,0) ' zugegeben und f&r 30 rain bei 25°C inkubiert. Zur 
Denalurierung wurde'die Proben anschlieBend bei 95°C fur 15 rain aufgekocht Zur Isolierung 
der DNA Fragmente wurde eine Phenol-Chlorofoim-Extraktion und anschliefiend eine 
Auikonzentrierung mittels GFX™PCR Kit durchgefuhrt. Durch Agarosegel-Elektrophorese 
(2% Agarose) und anschlieOende Ethidiumbromid-Farbung konnten die verpackten 
Fragmente dargfcstellt werden. 

Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse der hier beschriebenen DNA-Verpackung- Es wurden 100 
bp, 180 bp und 300 bp dsDNA Fragment verpackt. Als Kontrolle diente eine nicht 
assemblierte Pentamer/DNA Probe. In den Spuren 4, 7 und 10 sind die AnsStee unter nativen 
Bedingungen dargestellt. Die Spuren 5, S und tt unter denaturieten Bedingungen. Die Spuren 
6, 9 und 12 zeigen Proben der aufkonzentrierten DNA nach Benzonase-Verdau Prozedur, d.h. 
in wtVPl Capside verpackte DNA. 



Beispiel 3 : , Nach weis der Bindung doppelstrSngiger DNA (dsDNA) an "VP 1 

Zum Nachweis an pentameres Polyoma VP1 gebundener dsDNA wurde ein Gel shift Assay 

verwendet. 10 jig VP1 wurden mit 0.5 ^ig DNA einer Ikb oder 100 bp Leiter der Firma NEB 

bei 25°C fur 30 Minuten inkubiert. Anschliefiend wurden die Proben mit Glycerin versetzt 

und mittels Agarose-Gelelektrophorese (1,8% Agarose) und Ethidiumbromid-FSrbung 

analysiert. 

8.1 
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.. Abbildung 3 zeigt das Laufverhalten der lkb-Leiter dsDNA in Anwesenheit (Spur 1) und 
Abwesenheit von VP1 (Spur 2). Ebenso ist das Laufverhalten der lOObp-Leiter dsDNA in 
Anwesenheit (Spur 3) und Abwesenheit voh VP1 (Spur 4) dargestellt. In beiden Fallen wird 
deutlich, dass die Bindung der DNA an Polyoma VP 1 ihr Laufverhalten veriindert. 

Beispiel 4: Quantifizierung der Bindung von dsDNA an Polyoma VP1 . 
Zur Quantifizierung der DNA-Bindung wurde die Methode der Fluoreszenzpolarisation 
eingesetzt. 23 nM eines Rhodamine-gelabplten DNA-Fragmentes von 184 bp Lange Wurde mil 
VP1 titriert. Nach jedcr Zugabe des Proteins zu der DNA wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 
20°C inkubiert und anschlieBerid das Polarisationssignal gemessen. Hierzu wurde die 
^ Fluoreszenz bei 587 nm angeregt und die Emission bei 604 nm detektiert. 

Abbildung 4 zeigt die Anderung des Polarisationssignals der gelabelten DNA rait steigender 
VPl-Konzentration (•). Diese Abhangigkeit lasst sich mathematisch beschreiben als Bildung 
eines VPl-DNA-Komplexes mit einer 1:1 StSchioraetrie und einer Dissoziationskonstante 
von Kd =» 103 nM.(-). (A) Lineare Auftragung. (B) Doppelt-reziproke Auftragung, 

Beisptel 5: . Einflufl der Ionenst&rke auf die Bindung von dsDNA 

175 nM pentameres Polyoma VP 1, gelost in 50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA, 5 % 
Glycerin, wurde fOr 30 Minuten bei 20°C mit 250 nM Plasmid-DNA bei unterschiediichen 
C * Konzentrationen an NaCl inkubiert. AnschlieBend wurde mittels analytischer 
■ I Ul trazentri fugation die Menge an DNA-gebundenem VP1 bestimmt. Hierzu wurden die 
Proben bei 40 000 rpm, 20°C zentrifiigiert und in 10-miniltigem Abstand dureh Messung der 
Absorption der Proben bei 230 nm das Sediraentatiorisverhalten des freien und gebundenen 
Proteins bestimmt. 



9 



atum 13.08.02 14:56 FAXG3 Nr: 564545 von NVS:FAXG3.I0.01 01/03455527225 (Seite 12 von 22> 



13-HULr-idt3Vd2 14: 11 UJS1 HHU-fc <fljy. Ut^.W.J +4S J45> t>t>2iri£s£> b.U 




bhfngL 



Abbildung 5 zeigt denAnteil an DNA-gebundenem VP1 in Abhangigkeit der NaCl- 
Konzentration des Puffers. Es wild deutlich, das bei NaCl-Konzentrationen oberhalb von 80 
mMdieBindungvonWlanDNAkooperativunterdracktwird. 

Beispiel6: Nachweis der Bmdung einzelstningiger DNA (ssDNA) an VP1 
Zum Nachweis an pentarneres Polyoma VP1 gebundener ssDNA wurde ein : Gel. shift Assay 
verwendet 10 ug VPl wurden mit 2 ug <|>X174 virion DNA der Firma NEB bei 25°C fur 30 
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit Glycerin versetzt und mittels " 
Agarose-Gelelektrophprese (0.7 % Agarose) undEthidiumbromid^Farbang analysiert. 
Abbildung 6 zeigt das Laufverhalten der 4>X174 Virion DNA in Anwesenheit (Spur I) und 
Abwesenheit von VPl (Spur 2,3). Spur 4 stellt einen Molekulargewichtsstandard dar. Es wird 
deutlich, dass die Bindung der DNA an Polyoma VPl ihr Laufverhalten verandert 

Beispiel 7: Nachweis der Bindung von einzelstrangiger RNA (ssRNA) an VPl 
Zum Nachweis an pentarneres Polyoma VPl gebundner ssRNA wurde ■ ein Gel shift Assay 
verwendet 10 ug VPl, welches zuvor fur 10 Minuten mit SUPERaseln Rnase inhibitor der 
Firma Ambion versetzt wurde, wurden mit. 1.5 ug der RNA-Leiter der Firma NEB bei 25°C 
. fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit Glycerin versetzt und mittels 
Agarose-Gelelektrophorese (1 % Agarose) und Ethidiumbromid-Farbung analysiert 
Abbildung 7 zeigt das Laufverhalten der RNA-Molekulargewichtsleiter in Anwesenheit (Spur 
1) und Abwesenheit von VPl (Spur 2,3). Es wird deutlich, dass die Bindung der RNA an 
Polyoma VPl ihr LaufVerhalten verSndert. 
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Patentanspruche 

L Verfahren zur Herstellung von virusanalogen Partikein durch in vitro-Assembliening 
von Kapsomeren oder Assemblierung von Kapsomeren, an deren geladene Aminosau- 
ren biologisch aktive MaloomolekOle gebundek.sind,bei gleichzeitiger Verpackung der 
Makiomolektile in Gegenwart nicht-ionischer Stabilisatoren. 

*. * * 

2. Verfahren nach Anspruch 1,. 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Kapsomere oder Kapsomere, an die biologisch aktive Makromolekttle 
gebunden sind, in einem Puffer einer IonenstSrke <250 mM in Gegenwart eines 
oxidierenden Redoxsystems assemblieit werden. 

3. " Verfahren nach Anspruch 1 und 2, 

dadurch gekennzeichnet* 

dass als biologisch aktive Makromolekttle dsDNA, ssDNA, dsRNA, ssRNA, PNA, 
♦ Ribozyme, DNAzyme, RNAi, Peptide- oder Proteine-codierende DNA, Peptide oder 
Proteine verwendet werden. 

4. Verfahren riach Anspruch 1 bis 3, 1 
dadurch gekennzeichnet. 
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dass als Stabilisatoren Zuckerverbixidungen der Klasseti der C3- QK C6- 
Verbindungen als Monosaccharide oder Oligo- bzw Polysaccharide oder andeiB 
Polyole wie Ethyienglykol oder Poiyethylenglykol eingesetzt werden. 

5. . Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, 
* . dadurch gekennzeichnet, 

dass als oxidierendes Redoxsystem thiolhaltige Substanzen in ihrer reduzierten und 
oxidierten Form verwendet werden. 




GESfiMT SE I TEN 22 
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Abbildung 2 
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